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文昌鱼 Cer-Nodal-Lefty-Pitx级联及纤毛运动
在胚胎左右不对称形成中的功能研究
摘要
左右不对称的形成是胚胎发育中的一个重要事件，一般包括 3个阶段：初始
左右对称的打破，不对称信号转化为一些基因的左右差异表达和不对称基因的表
达转化为器官发育和位置分布的不对称。在小鼠、鸡、爪蟾和斑马鱼等脊椎动物
中，对于左右不对称形成的机制有着广泛且深入的研究；近年来，在海鞘、海胆
和蜗牛等无脊椎动物中，关于左右不对称形成的研究也开始兴起并逐步深入。文
昌鱼是无脊椎动物和脊椎动物之间的过渡类群，且其在 3天幼体时期通体透明，
可明显观察到口和鳃等器官不对称分布的现象。然而，在文昌鱼中，关于左右不
对称形成的报道仅局限于左右不对称基因的表达谱分析，以及对 Nodal在其中功
能的简单研究。在文昌鱼中，关于初始左右对称的打破机制以及相关基因在左右
不对称形成中的作用机制等方面尚无研究报道。
本文克隆了文昌鱼中已被报道呈左右不对称分布的 Cer、Nodal、Lefty和 Pitx
基因，通过对其在神经胚期间表达谱的研究发现，Cer在刚进入神经胚之后即开
始偏向于右侧表达，是最先开始不对称表达的基因；Nodal在进入神经胚 150 min
时才开始出现偏向左侧的表达，是最后开始不对称表达的基因；Lefty在神经胚
90 min 时偏向于左侧表达的胚胎开始占据优势，其在左侧的表达一直延伸至中线
处，比 Nodal和 Pitx的表达范围更广；Pitx在 60 min之前几乎无表达，但其在
60 min 时已在大多数胚胎中呈现偏向于左侧的表达模式。此外，对于表达谱的研
究还发现，在神经胚 150 min后，Cer在右侧体节中胚层的表达逐渐消失，转而
在中央的神经外胚层表达；而 Nodal、Lefty和 Pitx的表达在 5体节后逐渐由背侧
的体节中胚层移至腹侧的咽内胚层和尾牙。综合这些结果及脊椎动物中的报道，
我们可推测 Cer和 Lefty在文昌鱼中可能也发挥着抑制 Nodal表达的作用，并且
Cer在左右不对称形成中发挥作用的时间较早，而 Pitx行驶功能的时间较迟。
为了进一步研究这 4个基因在文昌鱼左右不对称形成中的作用，我们对每一
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个基因都做了过表达和敲低/敲除的实验。在敲除 Cer、敲低 Lefty或 Pitx以及过
表达 Nodal或 Pitx等处理中，在 3天幼体时期，部分胚胎在左右两侧均形成了口
及口前窝，而鳃裂停留在腹侧，内柱和棒状腺的右侧部分消失，左侧部分得到加
倍，体节变为对称排列；其中，在过表达 Nodal后甚至出现了右口左鳃的颠倒分
布。而在过表达 Cer或 Lefty以及敲低 Nodal等处理中，部分胚胎出现了没有口、
口前窝和鳃的表型，其内柱和棒状腺的左侧部分丢失，右侧部分得到加倍，体节
也变为对称排列。我们进一步检测了相关基因的表达，结果显示这 4个基因过表
达和敲低/敲除后，左右不对称相关基因的表达均发生了改变。根据这些表型和
基因表达的变化，我们可推测，进入神经胚后，由于 Cer偏向于右侧表达，从而
促使右侧 Nodal的表达逐渐消失，出现偏向于左侧的表达；之后，Nodal在左侧
诱导其自身、Lefty和 Pitx的表达，而 Lefty可通过反馈抑制作用将 Nodal的表达
限定在左侧；最后，由 Pitx调控左右不对称器官的形成和分布。
为了探究文昌鱼左右对称模式的打破机制，本文运用浸泡甲基纤维素和离心
的方法，抑制了原肠胚期和神经胚早期时胚胎的纤毛运动，导致部分胚胎在 3
天幼体时期出现两口或者口鳃颠倒的表型，并且还发现在原肠晚期和神经胚早期
之间处理即可产生大量特异表型；进一步检测左右不对称相关基因的表达，发现
甲基纤维素处理后，Cer、Nodal和 Pitx的表达均发生了改变。这些研究表明，
文昌鱼胚胎的初始左右对称由纤毛运动打破，纤毛运动在原肠晚期和神经胚早期
之间即开始发挥作用。本文进一步对纤毛生长相关基因 FoxJ1和 RFX1/2/3进行
了过表达和敲低研究，发现除 RFX1/2/3的抑制实验外，其余处理均导致了左右
不对称建立的紊乱，其中过表达 FoxJ1后出现特异表型的比例最高。检测 FoxJ1
过表达处理后相关基因的表达，发现 Cer在 3体节时期的表达由多数呈现 L<R
的模式变为多数呈现 L=R或 L>R的表达模式，并且有超过半数胚胎的 Nodal和
Pitx的表达变为两侧或右侧；进一步利用扫描电镜观察原肠中晚期纤毛长度的变
化，发现过表达 FoxJ1的胚胎的纤毛显著长于对照组胚胎。综合以上结果，我们
推测过表达 FoxJ1促进了纤毛生长，导致在原肠晚期和神经胚早期时，由于纤毛
长度过长而扰乱了其正常的功能，进而致使左右不对称相关基因的表达发生变
化，最终导致器官左右分布的紊乱；同时，FoxJ1过表达实验进一步证明，在文
昌鱼中，纤毛运动是打破初始左右对称模式的原因。
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Functional study of Cer-Nodal-Lefty-Pitx cascade and
ciliary movement in the formation of left-right
asymmetry in amphioxus embryo
Abstract
Formation of left–right (LR) asymmetry is a critical process during embryonic
development, and it requires 3 steps in general: bilateral symmetry breaking, the
conversion of these asymmetries to LR-biased expression of genes and the translation
of this asymmetric gene expression into asymmetric morphology and position of
organs. It has received extensive and in-depth studies in mouse, chicken, xenopus and
zebrafish and other vertebrates, and research on this also has began to rise and
gradually deepening in invertebrates in recent years, such as ascidian, sea urchin and
snail. Amphioxus is a transitional group between invertebrate and vertebrate.
Furthermore, amphioxus is transparent at 3-day larval stage, so it is easy to observe
asymmetric distribution of organs including mouth and gill slits. However, in
amphioxus, reports of formation of left-right asymmetry are confined to analysis of
expression patterns of some LR-biased expression genes, and the simple functional
study of Nodal in the process. So far, there has been no report about mechanism of
breaking initial bilateral symmetry and functions of related genes in the formation of
LR asymmetry in amphioxus.
In this paper, we cloned Cer, Nodal, Lefty and Pitx genes which have been
reported being asymmetric distribution in amphioxus, then based on the study of their
expression patterns during neurula, we found that Cer begin to right biased expression
after entering the neurula and is the earliest gene expressing asymmetrically; Nodal
begin to left biased expression at the time of 150 min after entering neurula and is the
last asymmetric gene in these four genes; at stage 90 min, left biased expression
begin to be dominant expression pattern of Lefty, and its expression on the left side
extends to the midline, wider than the expression range of Nodal and Pitx; Pitx
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shows left biased expression in most embryos at stage 60 min, and almost no
expression before this time. In addition, our study about expression patterns also
found that, at stage 150 min, the expression at the right somitic mesoderm of Cer
gradually disappears while the expression at the midline begins to appear; and
expressions of Nodal, Lefty and Pitx migrate from dorsal somitic mesoderm to
ventral pharyngeal endoderm and the tailbud gradually after 5 somites. according to
these results and reports in the vertebrate, we speculate that Cer and Lefty may play a
role of inhibiting the expression of Nodal in amphioxus, and Cer plays the role
earlier in the formation of LR asymmetry, while Pitx plays the role later.
In order to further study the role of these four genes in the formation of LR-
asymmetry in amphioxus, we conducted study on each gene by overexpression and
knockdown/knockout experiments. In the treatments containging knocking out Cer,
inhibiting Lefty or Pitx, and overexpressing Nodal or Pitx, some larvae form mouth
and preoral pit both on the left and the right sides, and their gill slits stay at the ventral
side, while right sides of the endostyle and the club shaped gland disappear and their
left sides are doubled. And larvae after overexpressing Nodal have a reverse
distribution of the mouth and gill slits. However, In the treatments containging
overexpressing Cer or Lefty and blocking Nodal, parts of larvae have no mouth,
preoral pit and gill slit, while left sides of the endostyle and the club shaped gland
disappear and their right sides are doubled. Futhermore, we detected expressions of
related genes, and results showed that expressions of LR-biased expression genes
change after the overexpression and knockdown/knockout experiments of these four
genes. In the light of changes of phenotypes and gene expressions, we can speculate
that , after entering neurula, the right side expression of Nodal disappers gradually,
due to the right biased expression of Cer, then Nodal shows left biased expression.
Meanwhile, Nodal induces expressions of itself, Lefty and Pitx, and Lefty can limit the
expression of Nodal in the left side by feedback inhibition. Finally, Pitx guides the
formation and distribution of asymmetric organs.
To reveal the mechanism of breaking initial bilateral symmetry in amphioxus, we
inhibited ciliary movement during gastrula and early-neurula by methods of
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methylcellulose immersion and centrifugation, and treatments result in duplication of
the mouth or reverse of mouth and gill slits in some larvae at 3-day larval stage.
Moreover, treatment during late-gastrula and early-neurula can result in mang specific
phenotypes. Then we detected expressions of related genes, and results showed that
all of expressions of Cer, Nodal and Pitx change after methylcellulose immersion
treatment. These studies demonstrate that ciliary movement breaks the initial bilateral
symmetry in amphioxus, and ciliary movement begins to work between late-gastrula
and early neurula. Furtherly, we performed overexpression and knockdown
experiments of FoxJ1 and RFX1/2/3 which related to ciliary growth, and found that
the rest of treatments result in disorders of establishing LR asymmetry, except for
blocking RFX1/2/3. And in all of treatments, the highest proportion of the specific
phenotype appeared after overexpressing FoxJ1. We then investigated expressions of
some related genes, and found all of expressions of Cer, Nodal and Pitx change after
overexpressing FoxJ1.We took advantage of scanning electric microscope to observe
cilia in mid-late gastrula, and noticed that the average ciliary length of embryos after
overespressing FoxJ1 is longer than the one of control embryos obviously. Taken
together, we hypothesize that overexpressing FoxJ1 promotes the growth of cilia and
leads to too long cilia, then disrupts their normal function in gastrula and early
neurula, then causes expression changes of asymmetry genes and distribution
disorders of asymmmetric organs finally. At the same time, FoxJ1 overexpression
experiments further determine that it is ciliary movement that breaking bilateral
symmetry in amphioxus.
Key words: amphioxus, embryo development, left-right asymmetry, Cer, Nodal,
Lefty, Pitx, ciliary movement
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第一章 文献综述
一 文昌鱼——进化发育生物学中的新兴模式动物
1 文昌鱼的进化地位与研究意义
文昌鱼隶属于脊索动物门（Chordata）头索动物亚门（Cephalochordata），
是介于无脊椎动物和脊椎动物之间的一个重要过渡类群，也是现存脊索动物门中
最古老的一个类群[1]。原始脊索动物在演化过程中，其中有一支的基因组经过 2
轮倍增（two-round genome duplication），发展成为脊椎动物亚门这一支系[2]。头
索动物是在原始脊索动物基因组 2轮倍增之前分化出来的一支，其基因组大约只
有脊椎动物基因组的 17%[3]，但脊椎动物中绝大部分基因和基因家族都可在文昌
鱼中找到同源性较高的祖先型成员[2]。文昌鱼虽然缺少典型脊椎动物具有的成对
的感觉器官、成对的附肢以及神经嵴细胞，但具有神经管、脊索、鳃裂、肌节以
及神经肠管等典型脊椎动物器官，与脊椎动物的躯体构筑模式有着共同之处[4]。
由此可见，文昌鱼是研究动物胚胎发育机制以及脊椎动物器官起源和基因功能演
化的理想模型。近年来文昌鱼实现了实验室人工繁育和产卵调控技术取得突破[5,
6]，并成功地将显微注射[7]和TELAN技术引入文昌鱼的胚胎发育生物学研究中[8]。
文昌鱼已逐渐成为一种新的实验室模式动物。
2 文昌鱼早期胚胎发育
文昌鱼的胚胎发育过程经历囊胚、原肠胚、神经胚和幼体四个时期。在囊胚
晚期，植物极变平坦，原肠作用开始，胚胎进入原肠胚期。之后植物极整体内陷，
挤压囊胚腔，逐渐与动物极细胞靠近，最终形成一个由双层细胞构成的碗状结构，
并形成原肠腔及胚孔。双层结构的外面一层为外胚层，将来形成表皮和神经系统；
内层将分化为中胚层和内胚层，将来形成脊索、肌节和消化管。此时胚胎出现前
后体轴的分化。
在原肠晚期，胚胎一侧变平坦，出现背部，同时也意味着出现了左右和背腹
体轴。背部外侧细胞层继续加厚形成神经板，胚胎进入神经胚阶段。胚胎表面纤
毛的摆动促使胚胎在神经胚早期便开始在卵膜内转动。随着胚体的拉长，胚胎逐
渐出现脊索、体节、神经管和消化管的分化。至神经胚中期，可见体节呈左右不
对称排列，左侧体节较右侧更靠近前端[9]（见图 1-1a）。胚胎发育至幼体时期，
口及与口前窝在前端左侧形成，内柱和棒状腺大部分位于右侧，小部分位于左侧，
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肛门则在右侧形成。其中，口前窝与脊椎动物垂体同源；内柱与脊椎动物甲状腺
同源；棒状腺在文昌鱼右侧肠腔有一内开口，在左侧口边缘有一外开口，在脊椎
动物中无同源结构[10]。（见图 1-1b,c）。鳃裂最先在腹侧形成，之后逐渐迁移至
胚体右侧。文昌鱼长至成体时期，口移至前端腹侧，口前窝发育成为哈氏窝并移
至背侧中央，两侧均形成鳃裂，内柱和棒状腺消失，左侧形成肝盲囊，肛门迁移
至躯体左侧[11]。
图 1-1文昌鱼器官的不对称分布(图 a引自Martin et al, 2014[12] )
Fig. 1-1 Asymmetric distribution of amphioxus organs
(fig. a from Martin et al, 2014[12] )
A：文昌鱼体节的发育。在受精后 18h (上图)，体节对称排列；然而，在受精 24h后（下图），
体节发育开始不对称。第四个（上图）和第七个（下图）体节被框出；b：文昌鱼三天幼体
时期左侧面观；c：文昌鱼三天幼体时期右侧面观；图 b和 c中标尺均为 50μm。A，前端；
P，后端；L，左侧；R，右侧；D，背侧；V，腹侧。pp，口前窝；m，口；gs，鳃裂；en，
内柱；csg，棒状腺。
a: Development of somites in amphioxus. At 18 h post-fertilization (18 hpf, top), somites are
symmetrically aligned. However, by 24 hpf (bottom), somitogenesis has become out of
register.The fourth (top) and seventh (bottom) somites are boxed. b:Left side view of amphioxus
3d-larva.c:Right side view of amphioxus 3d-larva.The scale bars are 50μm in b and c. A, anterior;
P, posterior; L, left; R, right; D, dorsal; V, ventral; pp, preoral pit; m, mouth; gs,gill slit; en,
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endostyle; csg, club shaped gland.
二 左右不对称的形成机制
在两侧对称动物中，躯体的外部呈两侧对称，然而其内部器官的分布大多是
不对称的[13]。以脊椎动物为例，躯体内部左侧包含大部分的心脏、胃和胰脏，而
右侧包括大部分的肝脏和胆囊。此外，右肺的肺叶比左肺更多，肠道按逆时针方
向卷曲。左右不对称（lefty-right asymmetry, LR asymmetry）的建立是胚胎发育
中的一个重要事件，随着胚胎发育，要打破初始的左右对称模式，形成固定式样
的内部器官左右不对称分布，一般需要三个步骤：(1)左右对称模式的打破，此
时左右两侧开始出现差别；(2)不对称信号转化为一些基因的左右差异表达，如
Nodal-Lefty-Pitx级联（Nodal-Lefty-Pitx cascade）；(3)不对称表达的基因调控器
官发育，最终导致器官发育和位置分布的不对称[14, 15]。不同物种打破初始左右对
称的机制不尽相同，参与左右不对称形成的基因也有所差别。
1初始左右对称的打破机制
在左右不对称建立的早期研究中，研究主要是对左右不对称现象的描述和基
于化学试剂浸泡和突变体表型等对左右不对称建立机制的推测。1995年，Tabin
等首次在鸡中证明，Sonic hedgehog(Shh)和 cNR-1(related to the Mus musculus，
Mm gene Nodal，TGF-β超家族成员)特异地在时期 4-5在亨氏节（Hensen’s node）
的左侧表达[16]。不久之后，Robertson和 Kuehn等均在小鼠(Mus musculus，Mm)
中发现 Nodal的左侧特异性表达。Hamada等发现另一个 TGF-β超家族成员 Lefty2
在早期小鼠胚胎的左侧侧板中胚层（lateral plate mesoderm, LPM）特异表达[17, 18]。
随后众多研究者发现 Nodal 可诱导转录因子 Pitx2（pituitary related homeobox
transcription factor)的表达[19]。这些研究暗示 Nodal-Lefty-Pitx级联基因的不对称
表达与左右不对称的建立有关，但是引发这些基因不对称表达的机制仍不清楚。
1998年，Hirokawa等发现，在 Kif3b（属于 kinesin 超家族的分子马达）基
因突变后，接近 50%的小鼠出现心脏成环方向颠倒以及 Lefy2在左右两侧表达或
者不表达的现象[20]。他们的发现暗示 Kif3b在 Nodal级联发挥作用之前即行使功
能。在小鼠 E7.5时期的胚胎中，腹侧后端存在一水滴形结构，称为节点（Node,
见图 1-2a,b,c）。进一步研究发现，野生型小鼠胚胎节点处的纤毛摆动可产生向
左侧的节点流（nodal flow，图 1 -2e）；而在 Kif3b突变的胚胎中，节点处无纤
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
  
 
Degree papers are in the “Xiamen University Electronic Theses and 
Dissertations Database”.  
Fulltexts are available in the following ways: 
1. If your library is a CALIS member libraries, please log on 
http://etd.calis.edu.cn/ and submit requests online, or consult the interlibrary 
loan department in your library. 
2. For users of non-CALIS member libraries, please mail to etd@xmu.edu.cn 
for delivery details. 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
